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RESUMEN

Se utilizaron embriones de pollo de la raza white Leghorns,
lbs cuales se dividieron en tres lotes experimentales, siendo uno
control, y los otros dos tratados con 1 ug, 40 ug; de hormona
Foliculo Estimulante (FSH), administrada sobre 1la membrana
coricalantoidea los dfas 13, 15 y 17 de incubacién, al 1lote
control se le administré Dulbecco que fue el medio de disolucién
de la hormona. Los peollos fueron decapitados recién nacidos y se
disecaron los testiculos procesdndolos de diferentes formas.

Algunos fueron fijados en glutaraldehido (2,5%) e incluidos
en Epon 812, observidndose los cambios morfoldgicos y
morfométricos. Se realizé la técnica de conteo de puntos (Weibel,
1966), para conocer las variaciones en el &rea ocupada por los
tibules seminiferos e intersticio.

También se realizé la medicién del dismetro de los tibulos
seminiferos y conteo de las células germinales y de Sertoli.
Encontr&ndose cambios significativos en los lotes experimentales
con respecto al contreol.

Otros se fijaron en formol realizando corges por congelacién,
para corroborar por medio de la técnica de ﬁojo 701eoso la
presencia de los lipidos en el tejido.

Los resultados obtenidos muestran que existe un incremento en

el &rea ocupada por los tGbulos  seminifercs, as{ como una
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mayor organizacién de estos; el tejido intersticial es m&s . laxo
y existe ﬁna mayor secrecién delipidos, siendo positiva con la
reaccién de Rojo Oleoso. Asi mismo, '}iay diferencias en cuanto al

didmetro de los tdbulos 'y el nGmero de células germinales y de
Sertoli. ‘ e v

Con base a-los:]

testiculos de qu11




I: INTRODUCCION

1.1. TESTICULO EMBRIONARIO

La génada indiferenciada en los embriones de pollo consta de
dos tipos celulares; las células germinales, que son ovoides y
altamente alcalinas debido a su gran contenido de fosfatasa
alcalina; y las células somaticas del mesénquima, las cuales son
de forma irregular (Ruiz, 1988).

Las células germinales primordiales se encuentran
distribuidas uniformemente en el blastodermo, estas se reagrupan
pronto en una zona denominada disco germinative; al finalizar el
primer dia de incubacién los gonocitos abandonan la regién del
disco germinativo a las 36 horas de incubacién para dirigirse a la
zona de las futuras gOnadas, esta migracién dura de 15 a 20 horas
Yy concluye al empezar el tercer dia de incubacién (Huillon, 1977).

En las aves, las células germinales migran por el torrente
sanguineo del epiblasto a la cresta germinal, iniciando
aproximadamente a las 33 horas de incubacién (estadio 11-16),
escapdndose por vasos sanguineos hasta localizarse en el mesodermo
esplacnico (estadio 15-18), rapidamente alcanzan 1la arteria
omfalomesénterica y de ahf migran hacia el primordio gonadal por
movimientos ameboides (Kuwana et al, 1987), influenciados por
sustancias quimicas de composicién esteroidal o por mediadores

del tipo de las glicoproteinas (Kuwana, 1986), (Crawford, 1990);
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secretada por las células som&ticas, ubicadas i;n 1a"7raq16n de yla
futura génada derecha (Huillon, 1977). : ' ‘

En el embrién de pollo, el primordio gonadal se localiza en
el epitelio celSmico del lado derecho (estadio 17;13), del cual
las células germinales van a iniciar su recorrido, formando asi el
epitelio gonadal. Después de las 96 horas de incubacisn, 1la
distribucisén de las células germinales primordiales es
relativamente uniforme en ambos epitelios gonadales; pero antes de
las 96 horas la distribucién es asimétrica, ya que mas del 70% de
las células germinales colonizan la génada izquierda y el 30% 1la
derecha; esto estd dado por una migracién activa de derecha a
izquierda y sucede en ambos sexos; la razén o causa no es conhocida
afin, Ya gque en esta etapa embrionaria las células germinales
permanecen bipotenciales, es decir, son capaces de diferenciarse a
uno u otro sexo.

La diferenciacién del epitelio germinal se d4 primero en el
mesénquima iniciando la formacién de una red tisular, la cual
formard el tejido medular y los cordones primarios en la génada
indiferenciada dependiendo del sexo, si existiera una mala
condensacién o escaso tejido mesonéfrico puede causar un
desarrollo anormal de la génada (Crawford, 1990).

Si la futura génada se diferencia a un ovario entonces
la corteza prolifera y no la médula, en el caso del testiculo, la
médula prolifera y la corteza se vuelve estéril (Crawford, 1990),

(Lake, 1971).
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Déspﬁés éé inicia la proliferacién de la médula y la
formacién de los cordones medulares © cordones sexuales primarios,

‘los- cuales aparecen como extensiones del epitelio gonadal durante

77}aérrlz =136 horas de incubacién. Los cordones sexuales primarios

~estdn:. formados por células dispuestas de manera compacta, el

"‘mesénquxma inicial rodea los cordones constituyendo el tejido

intersticial; a las 148 horas de incubacién los cordones primarios
se‘ separan o fragmentan del epitelio; estos cordones estan
constituidos por células germinales y cé&lulas de sostén,
conocidas como células de Sertoli.

Aproximadamente en el dfa 7 de incubacién se desarrolla el

. tejido conectivo que formard 1la tGnica albuginea primaria,
separada de los cordones y asociada al estroma del epitelio
gonadal. Asi mismo la formacién de la tdnica albuginea marca el
fin del desarrollo de la génada indiferenciada; esta tfinica le d&
al testfculo una apariencia lisa (crawford, 1990), (Lake, 1984).
La diferenciacién sexual es mds precoz en machos (6-7 dia) que en
hembras (8-~9 dia).

La determinacién del sexo esta dada genéticamente por los
cromosomas del cigoto; en los mamiferos el macho es
heterogdmetico, pero en las aves no sucede asi, ya que la hembra
es heterogamética (2W) y el macho homogamético (22). Asi, en
mamfferos la diferenciacién del testiculo es atribuido por 1la
expresién de una proteina plasmatica llamada antigeno H-Y; en las

aves la diferenciacién hacia ovario es determinada por la



expresid.n. del antigeno H-W.

» ée ha propuesto al antigeno H-W como el inductor de los
cémbios sexuales primarios, en la génada heterogamética. Por lo
tanto la organogénesis ovdrica va a estar bajo el control del
antigeno_H-w, Yy la organizacién testicular como resultado de 1la
ausencia del antigeno H-W (Crawford, 1990 ).

) Después de que la tGnica albuginea primaria se ha separado
del epitelio gonadal, los cordones sexuales primarios presentan
los componentes prihcipales de la génada masculina diferenciada.

Las células germinales primordiales permanecen dispersas
azarosamente durante el desarrollo de los tGbulos seminiferos,
hasta el dfa 13 de incubacién, en el cual por divisiones mitéticas
sucesivas se diferencian a espermatogonias (Ruiz, 1988), y es
hasta el dia 20 de incubacién cuando se alinean las
espermatogonias, formando el epitelio espermatogénico; este
epitelio estd formado de una monocapa en un macho inmaduro, y
consta de espermatogonias y algunas células de Sertoli, que se
incorporan en 1los cordones sexuales primarios durante 1la
diferenciacién de la génada estas células producen la hormona
anti-Milleriana que permite la diferenciacién de los genitales
externos masculinos, asi como, el sistema de ductos
respectivamente (Crawford, 1990), (Lake, 1971).

Las células intersticiales también conocidas como células de

Leydig se encuentran dispersas Y su nimero incrementa
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significativamente por el difa 17 de incubacién " (Cole y  Cupps,
1977); ‘los cambios morfolégicos en las células inteisticiaies se'
dan en diferentes etapas en ambos sexos; en el dfa 7 al il.s de
incubacién en testiculo y en ovario del dfa 7 al 13.5 de
incubacién; éstas cambian progresivamente de una forma irregular a
una forma oval (Romanoff, 1960}, la citolocalizacién del receptor
a la hormona luteinizante (LH) interviene durante la morfogénesis
progresivamente hasta que adguiere la forma oval, esto se da en el
dia 12.5 en testiculo ¥ en el dfia 15.5 en ovario (Woods, 1987);
la transformacién de estas células les confiere la capacidad de
sintetizar hormonas esteroides como la testosterona (Crawford,
1990), (Lake, 1971).

La vred de cordones aparece durante el quinto dia de
masculina diferenciada, la red de cordones subsecuentemente se
desarrolla en la red de testis en el macho diferenciado.

El desarrollo de los gonoductos se da a partir del sistema
ﬁesonéfrico en una etapa fetal temprana (aproximadamente en el
aécimo segundo dia de incubacién), el mesonefros se trasforma en

) éi epididimo y los ductos mesonéfricos, a ductos deferentes; antes
de que éstos conductos degeneren e inicie 1l1la formacién del
metanefros, Los embriones de pollo white Leghorns poseen un
pequefio tubérculo genital el cual se forma en el dia 12 de

incubacién (Marshall, 1961).
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1.2.. APARATO REPRODUCTOR ADULTO

El sistema reproductor consiste en un par de testiculos, e;.
izquierdo es un poco mas largo que el derecho (Lake, 1971). Lo;
testiculos se localizan cerca del extremo cefdlico de los riﬁdnes‘

:y,ventrales a los mismos. Esta localizacidén los mantiene a una
temperatura de 43°C (Cowles, 1965), y no existe influencia de los
sacos aéreos postabdominales para disminuir la temperatura de
éstos; ya que se enecuentran a la misma temperatura de la cavidad
visceral , por lo tanto, la temperatura es benéfica para la
espermatogénesis de las aves, esto no sucede en mamiferos (Lake,
1971) .

El peso de los testicules comprende el 1% del peso
corporal (Parker, 1949). La tfinica albuginea es muy delgada y no
poseé septos que los dividan como en mamiferos. Los testiculos
estdn constituidos de tGbulos seminiferos, la rete de tubuli y los
vasos eferentes (Crawford, 1990). Las aves no poseen gl&ndulas de
Cowper ni vesicula seminal como en los mamiferos (Lake, 1971).

Los t(bulos seminiferos son una red extensa anastomosada en
el testiculo, constitulidos por espermatogonias vy cé&lulas de
Sertoli o de sostén; y en el intersticio se localizan las células
de Leydig.

Posteriormente los tibulos seminiferos forman los tGbulos
rectos en los cuales se pierden las células germinales, estos son

muy cortos Yy sSu funcién es conectar a los tdbulos seminiferos con
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" la red de testis. que consta de una serie de canales irregulares '
- embebidos . en tejido conectivo, siendo la mayor parte
extratesticular, localizandose en 1la superficie dorsomedial del
testiculo uniendose al final del epididimo.

: La red de testis abre en los conductos eferentes a lo largo
del epididimo, estos ductos se anastomosan en el ducto epididimal.
Los ductos eferentes derivan de los tGbulos convulcionados del
glomérule distal y proximal del mesonefros embrionario. Los ductos
epididimales y ductos conectores, derivan de los ductos colectores
Y excretores del mesonefros respectivamente. El ducto epididimal
es extremadamente corto en aves, y deriva de la parte distal del
ducto Wolffiano (Lake, 1971). El1 epididimo, que deriva del
mesonefros (Marshall, 1961), no estd dividido como en mamiferos y
es extremadamente pequefio. Los ductos epididimales se unen a los
ductos deferentes formando el sistema de ductos de salida
{(excurrent); los ductos deferentes continuan hasta la cloaca, via
papila del ducto deferente. El1 ducto deferente es altamente
convulsionado excepto hacia el fin (llamado ducto deferente
recta); éste incrementa su didmetro hasta un punto llamado
recepticulo. Es el principal 6rgano de almacenaje de esperma, as{

el sistema de ductos de salida funcionan transportando, madurando

y almacenando espermatozoides; secreta y/o reabsorbe varios
fluidos y materiales, incluyendo espermatozoides en proceso
degenerativo.
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En  galliformes no existe un verdadero falo u . 6rgano
intromitgnte, poseen un &rgano copulador localizado en la zona
ventromedial del proctodeum; &ste O6rgano en erecciébn se
ingu;gita, con linfa procedente de los pliegues linf&ticos. Este
liquido linfatico se afiade al semen en el vas deferens y ambos
eyectan simulténeamente a lo largo del surco longitudinal del falo
{Crawford, 1990).

Las células de Sertoli tienen una funcién muy importante en
el proceso espermatogénico, son consideradas como cé&lulas de
soporte y nutricién, asi como inveolucradas en la biosintesis de
hormonas esteroides y fagocitosis de células germinales, 1las
cuales se encuentran en proceso degenerativo (Crawford, 1990);
estdn unidas en su parte proximal a la membrana basal, alcanzando
en su parte distal la luz d@el tGbulo, su forma es variable, ya
que proyectan su citoplasma lateralmente entre las
espermatogonias. Su citoplasma por 1lo general es un poco mas
oscuro que el de las células germinales, el nicleo es claro y oval
y contiene un nucléolo con un centro acidéfilo y dos masas
laterales basé6filas (Welsch, 1980).

En el intersticio se localiza a las células de Leydig o
intersticiales , su forma es variada, poseen un citoplasma
acid6filo con una gran cantidad de Retfculo Endoplasmitico Liso
(REL) y Mitoceondrias con crestas tubulares , asi como cantidades
variables de inclusiones lipidicas, éstas secretan la testosterona

(Ruiz, 1988; Balinsky, 1985).
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1.3. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis, inicia en la gquinta semana de edad
del pollo, con la divisién y proliferacién de espermatogonias; a
lo largo de la cual existe un aumento del dismetro de los
tabulos por semana; ésta, se divide en tres etapas: 1la
prepuberal, puberal y de madurez o espermatogénesis,

Etapa Prepuberal; durante 1las cinco primeras semanas de
edad se organizan los tfibulos seminiferos y prolifera la capa
basal, por mitosis se multiplican las espermatogonias;
aproximadamente después de la sexta semana de edad aparecen e
incrementa el nfinero de espermatocitos primarios, asf mismo
ocurre una proliferacién y diferenciacién de 1la células de
Sertoli. De la octava a la novena semana el crecimiento de 1los
espermatocitos prevalece, existiendeo un aumento en el di&metro de
los tGbulos (Crawford, 1990). El desarrollo de los espermatocitos
primarios parece tener upa dependencia especifica a
la testosterona (Lofts y Massa, 1980).

Etapa Puberal; estd caracterizada por un incremento en el
crecimiento testicular , asi como un aumento continuo del didmetro
de los tdbulos, en esta fase los espermataocitos primarios inician
su divisién meiética aproximadamente a las diez semanas de edad,
dando come resultado los espermatocitos secundarios , los cuales
son de menor tamafio y réapidamente pasan a la segunda divisién

meiética para formar 4 espermdtides en total; las cuales
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apététen enj;ioé"ﬁﬂbulbs éemihlferos, 'aﬁroximadamente a las 12

‘,semannéi ée ‘éd&&; en ééta éxisté un notable incremento de las
células de Leydig (Lake, 1971; Cole y Cupps, 1977); y a las 20

. 'semanas de edad Ya estan presentes en todos los tGbules (Crawford,
1990), en esta etapa los testiculos de los gallitos Leghorns
blances pesan 16.7 gramos (Sturkie, 1967).

Etapa de Espermagogénesls o Madurez Sexual; caracterizada por
la produccién de espermatozoides, y con el término del crecimiento
testicular, esto ocurre de la vigésima semana de edad en
adelante; pero la fertilidad no es buena, sino hasta que los
gallitos tienen de 24 a 26 semanas de edad (Crawford, 1990),
(Sturkie, 1967).

La duracién de la espermatogénesis es relativamente corta,
a partir de la divisién meiética de los espermatocitos primarios
que se estima dura de 5 a 6 dias, las espermAtides aparecen 6 o 7
dias después de la divisién de los espermatocitos secundarios y
las espermatides se alargan durante el décimo y décimo
segunde dfa, lo cual marca el fin de la espermiogénesis. Por 1lo
cual los espermatozoides aparecerdn en una eyaculacién de 13 a 15
dias después de la multiplicacién de los espermatocitos primarios
{Parker, 1949; Lake, 1984).

Los espermatozoides poseen una larga pieza cefdlica con un
acrosoma puntiagudo y una pieza media corta, a la que se inserta
un largo flagelo. Estos deben madurar en el epididimo antes de que

sean capaces de fertilizar,
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El semen usualmente es blanco Y. opaco, pero pugﬁe ‘sérvciarc; Y '
‘acuoso, particularmente cuando la concentz:vacién‘v . de
espermatozoides es baja. El pH del semen es de 7.0{, y el hﬁmgto
de espermatozoides por milimetro cGbico es de’ 3.5v,m111>one:s“ A f:l
semen aviar tiene su capacidad fertilizante in vlvor basta :‘o dias

{Sturkie, 1967). ) ; RE
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1.4. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TESTICULO

En base a numerosos experimentos realizados, se sabe que el
hipotdlamo tiene wuna funcién muy importante en la regulacién
endocrina. Los componentes de egte eje son auténomos en etapas
tempranas antes de que funcionen como unidad; tales coemponentes
son: Hipotdlamo-Hip6fisis-Génada. Se ha demostrado
inmunohistoquimicamente la presencia de factores liberadores de LH
en el infundibulum del presuntc hipotidlamo en el dia 5.5 de
incubacién (Woods et al, 1985). Asi mismo la pituitaria es
capaz de sintetizar hormonas gonadotrdpicas antes de 1la
comunicacién vascular entre el hipot&lamo; en el dia 7.5-8.0 de
incubacién se ha encontrado el factor liberador de LH en el plexus
capilar primario de la eminencia media anterior de la hipé6fisis y
se presenta tempranamente factor de hormona circulante en el dia
10.5 (Woods, 1984; Wwoods, 1987). Este funcionamiento continua
hasta el dfa 13 en el cual se establece el sistema de venas porta,
que comunica al hipotdlamo con la hip6fisis y es cuando se
establece el eje en machos (Woods, 1987).

Se ha comprobado la dependencia del hipotdlamo al realizar
hipofisectomfa, mediante 1la cual se ha podido comparar la
respuesta de los embriones al no existir la hipéfisis, o al no

existir comunicacién entre hipotilamo e hip6fisis.
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La ﬁipbfisis en ‘aves éatece de . 16bulo intermedio y est&
formada de 16bulo caudal'yvlébulo cefdlico; el lébulo anterior o
Adenéhiﬁéfisis es muy pequefio, y pesa de 7-10 ug en pollos adultos
(Scanes, 1986).

Tanaka y Yasuda (1980) realizaron adenohipofisectomia total,
los gallos fueron sacrificados a diferentes intervalos después de
la adenchipofisectomia (3,5,10,15,20,25,30,40,50 dias).

La adenohipofisectomia total causa serios dafios, ya que se
observa decremento del peso testicular, aumento considerable del
volumen ocupado por el intersticio; disminucién del di&metro
tubular; todas las cé&lulas en proceso degenerativo, tales como las
espermatogonias, espermatocitos y células de Sertoli hasta
encontrar un epitelio germinal formado por una monocapa, con
algunas espermatogonias y células de Sertoli en proceso
degenerativeo; asi mismo, causa un procesc de interrupcién de la
espermatogénesis.

Fugo (1940) fue el primero en implicar la pituitaria en el
crecimiento y desarrollo de las génadas de pollo , y demostré un
desarrollo normal de 1la génada de pollo hasta el dia 13; asi
Vogel (1956; 1957) observa que después del dia 13 no aumenta ya
la concentracién de colesterol que es el precursor de las
hormonas esteroides, Woods y Weeks (1969) observaron que en el dia
13 se alcanzaba el pico méxime de esteroidogénesis, y 1lo
corroboraron al realizar adenohipofisectomia observando una

disminucién en la esteroidogénesis, y al restaurar por
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transplantes la adenohip&fisis se vié que restauraba su actividad.
También Woods (1977) observé que al realizar adenohipofisectomia
disminuian los niveles de andrégenos y por inmunohistoquimica en
el dfa 13.5 se recuperaban los niveles de andrdgenos al realizar
transplantes de adenohip6fisis. Woods (1983b) observé que 1la
testosterona y LH alcanzaban sus maximos niveles en plasma en el
dia 13.5.

Brown (1975) observd que al realizar adenchipofisectomia
habia una regresién testicular y esta se revertia al suministrar
FSH la cual actGa a nivel de espermatogénesis, aumentando Yy
recuperando el diametro tubular de los tGbulos seminiferos.

Estos son algunos de 1los experimentos realizados, para
corroborar la existencia e importancia del eje

Hipot&dlamo-Hip6fisis-Testiculo.
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1.5.GONADOTROPINAS:

1.5.1.CONSTITUCION QUIMICA DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE
(FSH).

Desde el punto de vista quimico las hormonas se clasifican en
tres grupos principales.

a)LAS DERIVADAS DEL AMINOACIDO TIROSINA, tales como dopamina,
adrenalina,y tiroxina entre otras.

b) LAS HORMONAS PEPTIDICAS Y PROTEICAS:; las cuales varian en
tamafio; tales como secretina e insulina por mencionar algunas;
pero otras son protefnas bastante grandes como las hormonas
glucoproteinicas de la hipéfisis anterior, como las gonadotropinas
Hormona Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo Estimulante (FSH),
las cuales estan constituidas por dos cadenas peptidicas, una es
la subunidad denominada o y la otra B ; estas subunidades no estan
unidas por puentes disulfuro (como en el caso de la insulina).

La subunidad a es muy similar en ambas hormonas, pero las
subunidades g8 son diferentes; lo cual les confilere 1la
especificidad biolégica (Barrington, 1977).

Cc)LAS HORMONAS ESTEROIDES; dque comprende aquellas hormonas
producidas por la corteza suprarenal (cortisol) y los esteroides
sexuales producidas por las génadas (testosterona, progesterona y

estradiol) (O’Riordan, 1988}.
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1,5.2. MECANISMO DE ACCION HORMONAL

El mecanismo de accién hormonal se refiere a la descripcién
de la cadena de fenémenos moleculares iniciados por la hormona, y
estos son observados en el metabolismo de la célula.

Actualmente se conoce el mecanismo de accién hormonal de
distintas hormonas. Por ejemplo se sabe que las hormonas
peptidicas como la FSH utilizan AMPc como segundo mensajero; esto
es, la hormona en si funciona como primer mensajero y no requiere
entrar en la célula, sino, gque su accién radica en la membrana
plasmitica al unirse a su receptor especifico (el cual es un
complejo 1lipoprotefco); una vez establecido este complejo se
activa a la adenilato ciclasa que se encuentra en la membrana, la
cual utiliza ATP como sustrato y algunos cofactores (metales
bivalentes ca®; Mg®') para producir AMPc y pirofosfato (Fig.l)
de donde el AMPc va a dar los efectos bilolédgicos dentro de

la célula al aumentar sus niveles.

a)

2¢
Mg, *
ATP — i AMP ciclico + PPi + H
cIcLASA
Ma® X
—_— ey
b) AMPc + Hy0 FOSFODIESTERASA AMP + H

Fig.1l. a)La sintesis de AMPc es catalizado enziméticamente; b) Yy
se degrada por hidrolisis.
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Ademds de la adenxlato ciclasa existe unav §rote£na; la

proteina G, que se encarga de mand ) 1a seﬁal de que el complejo

Hormona-Receptor se ha establecido’y,actxva a- 1a adenilato ciclasa

de la siguiente forma.

La proteifna. G, : es! i}'lyjiixyiterl'nedlarlo' en el proceso de

activacién; .es una protel ard mémbraué periférica, que consta de

tres. subunidades «, .a : y_.'t ‘(Fié.z); podemos 'encontrarla de ‘doa
formas ya sea como Guénosin Difosfato (GDP) © Guanosin Trifosfato
(GTP), esta dltima es la forma activa que se localiza en 1la
subunidad -« .y al .establecerse el complejo Hormona-Receptor se
cambia GDP por GTP; es decir se activa, y se disocia de 1la
subunidad 8 ¥ 7 ; la subunidad « contiene al GTP, por difusién
llega a la adenilato ciclasa donde se une y la activa, aumentando
de esta forma los niveles del AMPc por accién de la adenilato

ciclasa (Fig.3).(Stryer, 1988; Alberts,1989).

G.Gop
€31409 nacivg

. e L
3 Cazabirsda sor ot ’
’ wo . ‘ eeez diciaca

GoP
G, -GTP J
El!lﬂu‘:lvu
Fig.2. Las protefnas G se interconvierten de la forma

inactiva~-GDP a 1la activa-GTP, el cambio es catalizado por el
complejo Hormona-Receptor.
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Intercambia GOP-GTP

Fig 3. Activacién de 1a adenilato clclasa por medio de la proteina
G (subunidad m) : : :
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II.  ANTECEDENTES
2.1. EFECTO DE LAS GONADOTROPINAS SOBRE LOS TESTICULOS

Actualmente se han realizado una gran cantidad de trabajos
con respecto a la funcién de las gonadotropinas en aves; pero la
mayoria de ellos, se han realizado en etapas adultas y existen muy
pocos trabajos en etapas embrionarias. Asf mismo, se han comparado
los efectos entre aves y mamiferos.

En general se utilizan tres técnicas para determinar 1la
presencia y accién de las gonadotropinas: a) La administracién de
hormonas en el animal intacto, b) Hipofisectomia; y c) Terapia de
reemplazo. En el animal hipofisectomizado pueden ser implantadoes
extractos o fragmentos de la glandula; o administrar hormonas de
la misma u otra especie (Sturkie, 1967).

Al realizar hipofisectomia en aves inmaduras Nalbandov,
(1959); observé que evita la madurez sexual; ya que las células
germinales se pueden multiplicar, pero no alcanzan la madurez
sexual. Nalvandov, 1959; Marshall, 1961; Brown et al, 1975; y
Tanaka Y Fujioka, 1981; encontraron que al realizar
hipofisectomia en aves adultas existe una regresién
testicular, asi como una notable disminucién del peso y tamafio
testicular, decremento del didmetro tubular, asi como un aumento

del area ocupada por el intersticio; también se observaron células
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de Sertoli atrofiadas ( nGcleos colapsados ) y células
espermatogénicas en regresién, de la misma forma regresién de
érganos sexuales accesorios y cambios en las caracteristicas del
plumaje. se ha observado que la destruccién de la eminencia media
y del sistema porta causa detencién de la espermatogénesis, asi
como regresién de érganos accesorios Y caracteristicas
sexuales secundarias { Graber et al, 1967 ).

Al realizar adenohipofisectomia se observé disminucién del
peso testicular, del didmetro tubular y colapsamiento de éstos;
asi como un aumento significativo del intersticio encontrédndose
hasta fibroblastos, el epitelio germinal constituido de una
monocapa con células de Sertoli atrofiadas Yy células
espermatogénicas en regresiédn ( Tanake y Yashuda, 1980 ).

En ratas y otros wmamiferos hipofisectomizados se ha
observado, que la administracién de FSH restaura la
espermatogénesis y actGa a nivel de células de Sertoli; asi miswmo,
es mas importante su accién en etapa prepuberal, ya que estimula
la multiplicacién de espermatogonias; y la LH en etapa adulta,
por mantener la espermiogenésis (Lofts y Marshall, 1958; Ortavant
et al, 1969; Courot et al, 1971 }.

Se ha observado en diversos experimentos realizados que al
administrar FSH en polluelos existe un aumento del peso
testicular, una diferenciacién temprana, aumento del di&metro

tubular a causa de la estimulacién del epitelio germinal
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(Breneman, Zeller y Beakman, 1959; Nalbandov, 1959; Nakajo e Imai,
1956, 1961; Heirick,bﬂécibbon Y Meshan, 1962;Graber et al, 1967;
Brown y Follet, 1977; Brown et al, 1975 ).

También se ha observado que la FSH estimula las células de
Sertoli, aumentando sus prolongaciones citoplasmiticas lo cual es
importante por su funcién en la espermatogenésis (Nagano, 1966; de
Kretser y Burger, 1972; Cooksey y Rothwell, 1973; Steinberger et
al, 1975; Dorrington et al, 1976; Hansson et al, 1976;
Steinberger y Steinberger, 1976; Kaya y Harrison, 1976).Se ha
postulado el aumento de receptores de membrana en las células de
Sertoli por accién de la FSH ( Zuckerman y Baker, 1977; Parvinen
et al, 1980).

Al administrarse FSH en codorniz y pollos hipofisectomizados,
sSe observa que ésta actua primeramente en células de Sertoli, a
nivel de espermatogenésis, sin estimular aparentemente a 1las
células de Leydig ( Brown et al, 1975). De la misma forma , la
administracién de FSH induce una marcada hipertrofia de células de
Sertoli en gallos y existe un incremento del di&metro de los
tGbulos seminiferos (Siegel y Siegel, 1964; Ishii y Furuya 1975;
Ishii y Yamamoto, 1976).

Se ha observado, que la LH actGa a nivel de células
intersticiales, existe una mayor diferenciacién de fibroblastos a
células de Leydig, aumenta la capacidad secretora de estas (Graber

et al, 1967; Comnell, 1972; Van Tienhoven, 1961; Lofts y Massa,
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' 1980; Laké} 1984). En polluelos esta hormona aumenta los niveles
de'tesiogterona en plasma (Sturkie, 1967; Van Tienhoven, 1961).

) En testiculo embrionario de pollo cultivado con precursores
de progesterona o pregnelonona, se ha visto preduccién de hormonas
esteroides, tales como testosterona (C’edard et al, 1970; Galli y
Wasserman, 1972; Pedernera y Gomar, 1983); también se ha visto
que existe una sintesis de testostercna entre el dia 7.5 y décimor
octavo dia de incubacién, incrementado la sintesis de ésta en el
dfa 10 momento en el cual, entran en regresién los conductos de
Milller ( Galli y Wasserman, 1973; Woods et al, 1975; Guichard et

al, 1977 Guichard et al, 1979).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Observar si existe una respuesta en testiculo de pollo, al

adm;nisttar Hormona Foliculo Estimulante (FSH), en etapa
embrionaria.
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OBJETIVO DE TRABAJO

Considerando todo lo anteriormente planteadﬁzel‘QEjézi;o:&éi
presente trabajo es: : f

Conocer el efecto de la hormona Foliculo Estimulante (FsH),
sobre la organizacién, cambios morfoldgicos y morfomé&tricos dei

testiculo de pollo recién nacido, tratado en etapa embrionaria.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Denotar los cambios anatémicos del testiculo de pollo tratado
con respecto al control.

- Evaluar los cambios morfolégicos de los tGbulos seminiferos de
los animales tratados con respecto al control.

- Cuantificar como varfia el &rea de 1los componentes del
testiculo.

~ Medir el dismetro de los tGbulos seminiferos y observar si
existe variacién de los tratados con respecto al control.

- Cuantificar el nGmero de Células Germinales Primordiales y de
células de Sertoli en el thbule seminifero del testiculo tratado

con respecto al control.
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III: MATERIAL Y METODO

_Se qgi#éﬁé;ﬁuéyg fértil de la raza whithe Leghorns, el cual
Y11 iﬁcubé‘a'37°c en condiciones 6ptimas de humedad, después de 11
disé‘ déi incuﬁécién se realizé ovoscopia descartindose los
embriones ‘en mal estado. Los embriones viables se colocaron
horizontalmente, marcéndose la cédmara de aire, con la ayuda de una
aguja de diseccién, se hizo un pequefio orificio en ésta,
posteriormente con ayuda de una segueta se hizo una pequefia
ventana en la parte proximal de la c&mara de aire teniendo
precaucién de no perforar la membrana corioalantoidea, una vez
hecha la ventana se colocdé sobre ella suero fisiolégico para
humedecer 1la membrana externa y la corioalantoidea y poder
separarlas por succién en la cémara de aire, haciendo previamente
un orificio en ésta. Una vez bajado el embrién, se quité la
membrana externa con unas pinzas de punta roma; los orificios
se taparon con cinta adhesiva transparente.
o ﬁﬁ; vez realizado esto los embricnes se dividieron en tres
lotes experimentales: Control, y tratados con 1 ug, y 40 Mg de FSH
y se colocaban nuevamente en la incubadora. Todo esto se realizé
en un cuarto estéril, para evitar la contaminacién.
En el dia 13 de incubacién se suministré la primera dosis de
hormona, 100 ul por individuo (la hormona se diluyé en medio de

Dulbecco ), a los 15 dias se administré la segunda dosis, y en
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el dia 17 la tercera dosis. ‘A los embriones del lote control se
les suministré Dulbecco en la misma cantidad que los embriones
tratados, pero sin hormona.

Una vez que nacian los polluelos se sacrificaban por
decapitacién; y se disecaron los testiculos; los cuales fueron
procesados de diferente forma: Algunos fueron incluidos en Epon
812 de la siguiente forma: Una vez obtenidos los testiculos se
eliminaron las puntas y s6lo se procesaron los cilindros del
centro; de los cuales se hicieron fragmentos de platina de 0.20 mm
aproximadamente cada uno. Estos fueron fijados en glutaraldehido
al 2.5 $ (ver apéndice) por 1 hr. a continuacidn se realizaron de
2-3 enjuagues con buffer de Cacodilatos (ver apéndice) cada 10
minutos. Posteriormente se realizd una postfijacién en tetréxido
de Osmio al 1% (1 hr.), se lavé nuevamente con buffer de
Cacodilatos y se procedié a 1la deshidratacién con cetonas
graduales cada 10 minutos (70°,80°,90°), y dos cambios en acetona
100% . A continuacién se realizé la preinclusién en Acetona
100%-Epon 1:1 por 18 horas y por @ltimo se incluyé en epon 100% y
se colocaron en la estufa a 60°C por 18 horas. Una vez inclufdos
se obtuvieron cortes semifinos de 1um Yy se tifi® con Azul de
Toluidina (ver apéndice).

Se realizé el método de conteo por puntos (Técnica Weibel,

1966), midiendo el &rea ocupada por tejido intersticial y tdbulos
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seminiferos, en un &rea del corte - del testiculo (27892.2 um)
expresando el porcentaje del volumen total.

También se realizaron cortes por»’congelacién; los organos
fueron fijados en formol al 10% por'B'dlas. Posteriormente se
lavaron con agua corriente 'y se incluyeron en gelatina al 10%,
15%, 20%, Yy 30% en cada una por 24 horas; una vez en la gelatina
de 30% se procedié a colocarlos en cajitas de inclusién donde se
dejé que solidificara dentro de formol al 10% y se colocaron en
refrigeracién para que el blogue se endureciera y tomara
consistencia. Al cabo de 24 horas se enjuago el bloque a cortar, y
se eliminé el exceso de gelatina y se colocaron en el criostato,
se corté longitudinalmente a -20°C con un grosor de 15 um, se
realizé tincidén con Rojo Oleoso (ver apéndice), por 10 min y se
enjuagé con alcohol de 70°, se monté con gelatina glicerinada,
y se observaron.

La tincién de Rojo Oleoso se realizé con el fin de corroborar
la presencia de los lipidos dentro del tejido, y hacer evidente la
diferencia de inclusiones lipidicas de las células de Leydig entre

los animales controles y tratados.
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IV: RESULTADOS

ASPECTOS ANATOMICOS

Los testiculos de pollo recién nacidos son un par de 6rganos
amarillos claros, de forma ovoide alargados, siendo el testiculo
izquierdo mas delgado y alargado que el derecho; se  localizan
cerca del extremo cefilico de los rifiones y ventrales a los
mismos, presentan un tamafio aproximado de 5 mm.

Se observa que en los testiculos tratados aumenta un poco el
grosor, observdndose el testiculo derecho un poco mids engrosado y

ovoide.
CAMBIOS HISTOLOGICOS

Los cambios morfolégicos observados fueron muy evidentes en
los cortes de testiculo, se observa en los controles un tejido
intersticial muy compacto, existen muy pocos cordones y estos se
localizan en la periferia, sus células se encuentran muy
desorganizadas y existen muchas agrupaciones celulares en el
tejido intersticial.

A diferencia de los controles, en los tratados con 1 ug {FSH)
se observa un tejido intersticial mas laxo, existen
pocasagrupaciones celulares y se observan ya tGbulos seminiferos

tanto en la periferia como en el centro; formando una red extensa
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anastomosada, algunos incluso presentan una luz;. 1&5 tﬂgulos
seminiferos se encuentran delimitados por ﬁnafhém£tan5 bégal,‘y
un epitelio que estd constituido por célﬁlas gérﬁin$i§§>y célui&s
de Sertoli; éstas se observan més organizadas, asi como podemos
distinguir la morfologia de las células. de Sertoli coﬁo de las
células Germinales.

Las células de Sertoli se encuentran paralelas a la membrana
basal, su forma es ovoide, y su citoplasma se proyecta
perpendicularmente al centro del tabulo seminifero, hacia 1la
luz; entre ellas se encuentran las espermatogonias. Su citoplasma
&s un poco mas claro que el de las células germinales.

Las células de Sertoli tienen una funcién de soporte y
nutricién de las células germinales, por lo cual son mi&s numerosas
que las células germinales.

A diferencia de 1las células de Sertoli 1las células
germinales son de mayor tamafio, oveides, su nficleo mas claro y su
citoplasma hialino.

En los individuos tratados con 40 ug. (FSH) se encuentra
un tejido intersticial mids laxo, en el cual podemos observar la
presencia de las células de Leydig éstas presentan una forma
variable un nicleo amorfo y varios nuclebélos, en su citoplasma
podemos encontrar inclusiones lipidicas, 1las cuales ocupan

casi todo el espacio del citoplasma 1llegando a formar grandes
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cordo_ne‘s”_,d,e inclusiones ‘lipidicas, como se. observan en’las Fiqu_fé's
EYG. ke g . ST T T In A > o t5

: Lné

‘una luz: central, “el epitelio de los
‘ delimita pqrfac:amente, asi como la

plano.
CAMBIOS MORFOMETRICOS

Los datos morfométricos se obtuvieron de estos cortes en
Epon, y son 1los que a continuacién se presentan.

Se realizé conteo de puntos de un &rea determinada
(27892.2um?) para conocer el &rea ocupada por los tGbulos y el
intersticio, atGn, dentro del intersticio se evalud el &rea ocupada
por las agrupacjiones celulares y por las secreciones lipidicas.
Estos datos se observan en la tabla 1, que muestra que existen
diferencias en el &rea (v/v) ocupada por los tGbulos
seminiferos; ya gue en los controles el 4rea ocupada por los
tabulos es menor y se observa cémo aumenta ésta significativamente
en los lotes experimentales; de la misma forma el Area ocupada por
el tejido intersticial disminuye paulatinamente conforme aumenta
el &rea ocupada por los tibulos; siendo en 40 ug.(FSH) el &rea
ocupada por los tGbulos y por el intersticio casi igual.

Al realizar la cuantificacién del &rea (v/v) ocupada, dentro
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del tejido intersticial por 1las secreciones lipidicas y por 1las
agrupaciones de células germinales, se observa que el &rea ocupada
por las agrupaciones de células germinales es mayor en controles y
ésta disminuye considerablemente con el tratamiento.de 1 pug. .y
casi es nula en el trataminto de 40 ug.(FSH) De la misma forma
las secreciones lipidicas muestran un aumento significativo en los
lotes experimentales.

Estos valores son visualizados en la grifica 1.

En los controles podemos observar claramente las agrupaciones
de células germinales, en el tejido intersticial y este tejido
muy compacto (Fig. A y B), también se observa la presencia de las
secreciones lipfdicas, y éstas son pequefias y escasas. Existen
pocos cordones y é&stos se localizan principalmente en 1la
periferia, son pequefios y poco organizados.

En los pollos tratados con 1 ug.(FSH), se observan 1los
tGbulos seminiferos con una membrana basal que los delimita
perfectamente y presentan un epitelio bien definido y més
organizado, asi como un tejido intersticial m&s laxo (Fig. C y D).
Los tabulos se localizan en todo el testiculo formando una red
extensa y anastomosada y algunos presentan ya una luz (Fig.G). Las
secreciones lipidicas se observan formando cordones.

En los individuos tratados de 40 ug.(FSH) se observa una
organizacién muy similar a los de 1 ug.(FSH) a diferencia de que
existe una mayor secrecién y los cordones lipidicos ocupan un area

mayor, asi como los tGbulos seminiferos (Fig.E, F y H).
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Como se mencioné se observd que los cordones del lote control
eran m&s pequefios y aumentaba su tamafioc en los tratados, esto se
corroboré tomando la medicién del dismetro de los tGbulos, estos
resultados se observan en la tabla 2, la cual muestra que
géalmente existe un aumento en el didmetro de los cordones con
respecto a los controles, siendo estas diferencias significativas.
Esto se obtuvo aplicando la prueba estadistica de "t" de Student.

Los valores se visualizan en la grafica 2.

Para conocer si el aumento del diametro tubular, fue dado por
una estimulacién de la hormona en el epitelio germinal, ya sea,
acelerando su divisién o causando ademds de una hiperplasia una
hipertrofia de las células del tGbulo seminifero, se realizd un
conteo y se aplicé 1la “t" de sStudent, para conocer la
significancia de 1las diferencias obtenidas. Estos valores se
muestran en la tabla 3; muestra que si existe un aumento en el
nGimero de células germinales y de Sertoli; pero fue mayor el
aumento de las células- de Sertoli con respecto a las células

qerminales. Estos

esultados se visualizan en la grafica 3.
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TRATAMIENTO!

Los valores son expresados como la-media

P=0.001 (***); p=0.0) (**).- "



%RV/Y

120+
ldO-w
80
60 +
40 A

20

CONTROL 1 pg (FSH) v 40 pg (FSH)

Ml TUBULOS SEMINIFEROS - B INTERSTICIO

Gralico 1. Dalos morfometricos de 108 compaonenies del 1esti-
culo representando el volumen de 1ntersiiclo y tubulos en --
{os dtferentes \ratamientos con FSH.
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estandar.




30 A

N

CONTROL 1 pg (FSH) 40 ug (FSH)

Gratica 2. Comparacion del diametro de los 1ubulos seminlie-
feros en 10s diferenles Iratamientos con FSH
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|Cuantiticscion dél numero de ceiutas de Sertoll

63 en los' tobulos seminiteros dei’”

ollo raclenrﬁaclqo t(atado coﬁ FSH.: -

NUMERO DE CELULAS
GERMINALES
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B CELULAS DE SERTOLI EES]l CELULAS GERMINALES
Gralica 3. Comparcclon gratica del numero de celulas germi-

nales y celulas de Sertolt en ios tubulos seminiieros del
festiculn de pollo en los dilerentes tratamientos con FSH
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Fig.A Corte longitudinal de testiculo Control.

En esta panorémica las agrupaciones de células germinales (A) se
encuentran formando redes, entre &stas se 1localiza el tejido
intersticial(I) muy compacto y algunas pequefias secreciones
lipidicas en éste (2) .(320 X).

Fig.B Corte longitudinal de testiculo Control.

En este acercamiento se observa gque el intersticio presenta las
células de Leygig (L) con sus nucleblos y pequefias inclusiones
lipidicas (-). Asi como pequefios cordones (C) y agrupaciones de
células germinales (A) (800 X).

Fig.C. Corte longitudinal de testicule tratade con 1lug (FSH).
TGbulos seminiferos (T) formando una red, sus células mas
organizadas y delimitadas por una membrana basal (M), se aprecian
cordones lipidicos (-») alrededor de los tGbulos. Intersticio méas
laxo (I). (320 X)

Fig.D. Corte transversal de testiculo tratado con 1lug (FSH).
TGbulo seminifero con una membrana basal (M) bien
delimitada, formado de un epitelio simple con células
germinales(G) y células de Sertoli(S). (800 X).

Fig.E. Corte transversal de testiculo tratado con 40ug (FSH).

El &rea ocupada por el intersticio (I) es menor y éste es mis laxo
conteniendo una mayor cantidad de cordones lipidicos (3).Los
tibulos se observan en todo el testiculo (T). (320 X).

Fig.F., Corte longitudinal testiculo tratado con 40ug (FSH).
TGbulo seminifero con una mayor organizacién, la membrana basal
bien delimitada (M), se distinguen las células de Sertoli (S)
las células germinales(G). Los cordones de inclusiones lipidicas
(») rodean los tGbulos, y se observan las células de Leydig. .
(800 X).
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Fig.G. Corte longitudinal de testiculo Control.
Se muestran los lipidos que rodean los cordones (=), por la prueba
de Rojo Oleoso. (320 X).

Fig. H. Corte longitudinal de testiculo tratado.
Se muestran los lipidos gue rodean los tdbulos seminiferos, éstos
se observan formando grandes cordones (). (320 X).

=46



V: DISCUSION

"“‘"En'el presente trabajo se utilizaron embriones de pollo,
debido a que se puede controlar su ambiente interno ya que es un
sistema cerrado y no existe intervencién materna; se utilizaron
las siguientes dosis de hormona Foliculo Estimulante (1 ug; 40 ug)
por ser concentraciones fisiolégicas previamente determinadas; asf
mismo, se aplicaron a partir del dia 13 de incubacién, ya gque como
menciona Woods (1987) es el dia en el cual se activa el eje
Hipotdlamo-Hipé6fisis-Testiculo.

Se utilizé testiculo debido a que no existen trabajos en
etapa embrionaria de éste.

En los individuos control 1los cordones seminiferos no
presentan una organizacién, son pequefios y escasos, no existe una
membrana basal como tal que los delimite, asi como, las células
que los componen estan poco diferenciadas (células
germinales y células de Sertoll), estas tienden a alinearse en un
epitelio espermatogénico, estas observaciones son similares a las
descritas por Crawford (1990) y Lake (1971); estos cordones
presentan un didmetro minimo, debido a que las células que los
componen apenas se estan organizando.

En el caso de los animales tratados se observa que existe un
mayor nmero de tubGlos seminiferos bien organizados, asi como un

aumento en el nGmero de células germinales y de Sertoli en

47~



: relac;@n con los controles; de esto podemos deducir que la hormona
"Foliculo - Estimulante est4 actuando a nivel del tdGbulo seminifero
estimulando su actividad espermatogénica. Tal como lo muestran las
1p\}evstigaciones realizadas por varios autores al realizar
hipofisectomia como Brown et al, (1975) quien observé que &sta
causaba ﬁna disminucidén del di&metro tubular y un aumento del
tejido intersticial, pero al administrar FSH se 1lograba
restablecer la espermatogénesis, aumentando el di&metro tubular.

De igual forma Tanaka y Yashuda (1980) al realizar
adenohipofisectomia observaron una clara disminucién del dismetro
tubular y colapsamiento de estos, aumentando el &rea ocupada por
el tejldo intersticial, y mostrando un epitelio germinal simple
con células en proceso degenerativo.

Por lo cual se ha demostrado que la FSH induce un aumento del
peso testicular y del diadmetro tubular por estimulacién del
epitelio germinal (Brown et al, 1975; Brown y Follet, 1977,
Marshall, 1990).

También observamos un incremento del nfimero de cé&lulas de
Sertoli en el tGbulo seminifero de los animales tratades, lo cual-
confirma gue las céluas de Sertoli son el blanco de la FSH, tal
como lo muestran Ortavan et al, (1969), Siegel y Siegel, 1962 ;
Ishii y Furuya en 1975 encontraron que la administracién de FSH
induce una hipertrofia de 1las células de Sertoli y como

consecuencia un incremento del di&metro tubular; por otra parte,
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Dorrington el: ‘a1l (1976), Kaya y Harrison, (1976)',- Y: Hansson et al

(1976) 5 encontraron f'un : ‘aumento ,,'de ia’s'j © prolongaciones

citoplasmsticas. -

: Escos resultados son similares a 105 obtenidos en. mamiferos

por Ortavant et al, 1969; Courot ep valf‘~ 1971, quienes observaron
que la:. FSH en animales hlﬁofisectomizados restaura la
espermatogénesis.

Con el tratamiento aplicado en el presente trabajo, también
se obtuve un aumento en cuanto a las secreciones lipidicas; se
sabe que la LH actGa a nivel esteroidogénico aumentando la
capacidad secretora de las células de Leydig, (Lofts y Massa,
1980); esto puede ser explicado por el cambio qué sufren los
tGbulos seminiferos, estando més activos y modificando el
microambiente de las células, produciendo como respuesta LH por un
mecanismo de retroalimentacién negativa, actuando en Alas células
de Leydig.

Se observa que la FSH actla en etapa embrionaria come 1la
accién obtenida en etapa adulta, tanto en aves como en mamiferos.

Estos resultados dejan el campo abierto para futuras
investigaciones a nivel de ultraestructura; conocer como cambian
estructuralmente las células blanco a la FSH (células de Sertoli)
si esta existiendo ademds de una hiperplasia, una hipertrofia;
localizar por inmunohistogquimica 1los receptores de las células

de Sertoli; de igual forma, medir como estan variande los
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niveles hormonales tanto de hormonas esteroides como de la hormona
1uteinizante (LH) y de aMPc. ‘ '

También es necesario hacer ‘un seguimiento de los  cambios
oéurtiaosren'el adulto al administrar la hormona, para‘determinar
sl realmente existe una madurez temprana o-de que’ manera ée

manifiesta en el adulto.

50



VI: CONCLUSIONES

o 'De_todi; 1o»apterior podemos concluir que, el testicule- de

acido “tratado con Hormona Folicule Estimulante
L(FSH):.

Mugstg&ér jun incremento en el &rea ocupada por los tGbulos
se‘lini eros :y por consecuencia disminuye el &rea ocupada por el

tej ido im:érscicial .

~Existe un incremento de secreciones lipidicas en las células

“de Lgydig, llegando a formar cordones esteroidogénicos.

~Existe un aumento del dismetro de los tGbulos seminiferos,
asi como un incremento en el nGmero de cé&lulas Germinales y de

g Sertoli.
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VII: APENDICE
. EREPARACION DE GLUTARALDEHIDO AL 2.5%

= 10 ml de glutaraldehido al 25% (Polysciences, Inc.)

2 Aforar a 100 ml. con buffer de cacodilatos.
EREPARACION DE EPON
~ 4.3 ml. Poly/Bed 812 Epon 812 (polimero)’
..=.4.3 ml. Dodecenylsuccinic Anhydride (DDSA endurecedor)*

- 1,96 ml. Nadic Methyl Anhydride(NMA plastificador)*

- 0.33 ml. 2,4,6~Tri(Dimethylaminomethyl)phenol (DMP catalizador)*
NOTA: Se agregan los componentes en este orden, y la mezcla debe
de moverse constantemente por 4 minutos.

* Polysciences, Inc.

PREPARACION DE BUFFER DE CACODILATOS

~ 19.26 g. Acido cacodilico (Polysciences, Inc.)

- 900 ml. Agua destilada.

NOTA: Se ajusta el pH a 7.2 con HCl y se refrigera.
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EREPARACION DE ROJO OLEOQSO

1 é. de Rojo "0O" de aceite (Sigma).
25 ml. de butanol (Monterrrey, S. A.)
75 ml. de etilenglicol (Baker)

EREPARACION DE AZUL DE TOLUIDINA

0.5 g. de Azul de Toluidina (Sigma)
1.0 g. de Borato de Sodio (Baker)
100 ml. de agua destilada.
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